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(3) Verfahren zur Heistelluhg von mit; lebenden Zellen beladenen, porosen, schlauchformigen 
Prothesen aus Kunststoff. 

@ Wahrend dem Beladen mit lebenden Zellen und zu deren Verankerung wird eine porose, schlauchfor- 
mige Gefassprothese (11) einer Rotation unterworfen, so dass das Beladen und Verankern unter 
Wirkung einer Zentrifugalkraft stattfindet 

Dadurch werden die Geschwindigkeit des Beladens der Prothesenwand und die Haftung der Zellen 
auf der bzw. in der Wand verbessert. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von mit lebenden Zellen beladenen. porosen, 
schlauchformigen Prothesen aus Kuriststoff, z.B. von 
kteinlumigen Gefassprothesen. wobei lebende Zellen 
in die Prothese eingebracht und in, der Prothesen- 
wand bzw. auf ihr abgelagert werden. 

Fur einen erfolgreichen Einsatz als Gefassprot- 
hesen mussen porose Kunststoff-Schlauche - insbe- 
sondere wenn es sich urn kleinlumige Gefasse mit 
Durchmessern von etwa 7 mm und kleiner handelt • 
bekanntlich mit einer moglichst geschlossenen 
Schicht aus, wenn moglich, patienteneigenen, leben- 
den Zellen beladen werden, urn beispielsweise eine 
Thrombenbildung und damit einen Verschluss der 
relativ engen Gefasse oder Gefassprothesen zu ver- 
hindern. 

Abhangig von der Porenstruktur des Prothesen- 
materials haben sich im wesentlichen zwei Verfahren 
fur das Beladen der Prothese mit den genannten Zel- 
len und deren Verankerung auf und/oder in der Pro- 
thesenwand herausgebildet. ■ 

Prothesen mit kleinen Poren von 1 bis 5 um 
Durchmesser werden mit derartigen Zellen, die zuvor 
aus venosen Blutgefassen des Patienten gewonnen 
und in Kulturen vermehrt worden sind, auf ihrer Ober- 
flache beschichtet (siehe z.B. EP-A-0 363 310). Die 
blsher bei diesen Prothesen fur das Beladen ange- 
wandten Verfahren sind aufwendig und zeitraubend, 
verursacht durch die notwendige Vermehrungskultur 
der Endothelzellen. 

Prothesen mit grosseren Poren von beispiels- 
weise 20 bis BO urn Durchmesser werden haufig in 
textilerFonn beispielsweise als Gewebe, Gewirkoder 
Geflecht hergestellt, wobei die einzelnen Faden mog- 
licherwelse untereinander verklebt sind (CH-Paten- 
tanmeldung 00 740/89-9). Bei . diesen Prothesen die 
gegebenenfalls mit Blutplasma und/oder anderem 
biologischen Material abgedichtet werden, werden 
die auf bekannfe Weise aus Fettgewebe des Patien- 
ten gewonnenen Zellen auf der oder in die textile 
Struktur eingelagert Es hat sich nun gezeigt, dassdie 
bisher dafur eingesetzten Verfahren eine relativ 
ungleichmassige Verteilung der Zellen auf bzw. in der 
Prothese ergeben; darubeminaus sind bei den 
bekannten Verfahren die auftretenden Veriuste an 
lebenden Zellen relativ hoch. Schliesslich ist dabei 
das Risiko yon Verunreinigungen relativ gross. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren 
zum Beladen kunstiicher, pordser Gefassprothesen 
zu entwickeln, das die vorstehend geschilderten 
Nachteile vermeidet und einfach und zeitsparend ist 
so dass das Beladen der Prothese unter Umstanden 
wahrend der Vorbereitung der Implantationsopera- 
tion erfolgen kann, und bei dem die Haftung der Zellen 
auf und/oder in °gross"-porigen Materialien genugend 
ist. 

D Aufgabe wird mit der Erfindung dadurch 
gel& ass die Zellen unter Einwirkung einer Zentri- 



fugalkraft auf der Oberflache und/oder in der Prothe- 
senwand abgelagert werden. wofur die Prothese eine 
Rotation urn ihre Langsachse erfihrt. 

Die Zentrifugalkrifte bewirken einerseits einen 
5 relativ raschen Transport der in einer wassrigen 
Suspension vortiegenden Zellen auf die und in die 
porose Prothesenstruktur hinein, wobei sie beson- 
ders das Eindringen der Zellen in die textilen Struktu- 
ren fordern. 

10 Mit Vorteil liegt die Prothese wahrend des Zentri- 

fuglerens aussen an einer festen Wand an. 

Als optimale Zentrifugal-Beschleunigung fur eine 
schonende Ablagerung der Zellen haben sich Werte 
der 25- bis 50-fachen Erdbeschleunigung erwiesen. 

is Wie bereits erwahnt, konnen grossporige Prothe- 

sen mit biologischem Material oder Blutplasma oder 
Fibrien abgedichtet werden. Auch hierfur hat es sich 
als zweckmassig herausgestellt, wenn das Abdicht- 
materfal - falls die Prothese vor dem Ablagern derZel- 

20 len mit biologischem Material abgedichtet wird - 
ebenfalls durch Zentrifugiereh in die Prothesenwand 
eingebracht wird, wobei: ZentrifugalBeschleunigun- 
gen bis zum 100-fachen der Erdbeschleunigung 
angewendet werden konnen. Durch eine vorherige 

25 Abdichtung der Prothesenwand wird erreicht, dass 
die Zellen vorwiegend nahe der inneren Oberflache 
der Prothese abgelagertwerden. Sollen die Zellen tie- 
. fer in der porosen Struktur der Prothese verankert 
werden, so ist es zweckmassig, die Prothese nach 

so der Zentrifugier-Behandlung fur die Zellenveranke- 
rung innen und/oder aussen mit biologischem 
Abdichtmaterial zu tranken, oder die mit der die Zellen 
enthaltenden Suspension gefullte Prothese nach dem 
Zentrifugieren mit biologischem Abdichtmaterial 

as abzudichten. 

Neben der Abdichtung kann zusatzlich bei alien 
der eingangs erwahnten Prothesenarten eine Vorbe- 
schichtung mit mindestens einem Bestandteil der 
extrazellularen Matrix oder des Blutplasmas erfolgen; 

40 die extrazellulare Matrix besteht bekanntlich aus 
Fibronektin, Kollagen, Laminin, ElastJn oder Throm- 
bospondin bzw. natOriichen Oder definierten Gemi- 
schen einzelner dieser und weiterer Stoffe. Diese 
Vqrbeschichtung hat wie an sich bekannt, die Auf- 

45 gabe die Haftung der Zellen auf und in der Prothesen- 
wand zu verbessern. 

Urn Anwachsen und Abklingen der Wirkung der 
zentrifugalen Krafte auf die Zellen in - eine Schadi- 
gung der Zeilen aus schliessenden - Grenzen zu hal- 

50 ten, hat es sich als zweckmassig erwiesen, wenn die 
Aenderungsgeschwindigkeit der Beschleunigung 
wahrend des Anlaufens und wahrend des Abklingens 
mindestens der Rotationen, bei denen lebende Zellen 
in der Prothese vorhanden sind, einen Wert von 0,5 

55 bis 1 g/sec nicht uberscfireitet. 

Nach dem Zentrifugieren sind in der die Zellen 
enthaltenden Suspension lediglich noch wenige und- 
/oder tote Zellen vorhanden, die entfemt werden mus- 

2 3EST AVAILABLE COPY 



3 



EP 0 462 051 A1 



4 



sen. Ein Absetzen dieser Zellen bis zum Entfernen, 
beispielsweise durch Entleeren der Prothese und 
anschliessendes Ausblasen mit Luft, kann verhindert 
werden, wenn nach Abschluss des Zentrifugierens 
die mit lebenden Zellen betadene Prothese einer 5 
Rotation mit reduzierter Rotationsgeschwindigkeit 
ausgesetzt wird; dadurch wird gleichzeitig eine 
gleichmassige Benetzung der abgelagerten Zellen 
erreicht 

Imfolgenden wird die Eifindung anhand von Aus- to 
fuhrungsbeispieler. naher eriautert. 

Die einzige Figur zeigt schematisch eine Einrich- 
tung zum Zentrifugieren der Prothese. 

Es bestehe die Aufgabe eine Gefassprothese aus 
einem geflochtenen Kunststoff-Schlauch, deren Her- is 
stellung bereits fruher beschrieben worden ist (GH- 
Anmeldung 00 740/89-9) mit Endothel-Zellen zu 
beladen. 

In einem Gehause 1 ist ein elektrischer An trie bs- 
motor 2 gelagert, dessen Drehzahl in bekannter 20 
Weise elektronisch geregelt werden kann was riicht 
ausdrflcklich dargestellt ist Ueber eine Uebersetzung 
die aus zyvei durch einen Zahnriemen 5 verbundeneh 
Zahnradern 3 und 4 besteht wird die Rotation des 
Motors 2 auf eine Welle 6 ubertragen. Das Ueberset- 25 
zungsverhaltnis im vorliegenden Fall, betragt etwa 
1:5. Die Welle 6, die uberzwef Kugellager 7 ebenfalls 
im Gehause 1 gelagert ist, ist als Hohlwelle ausgebtl- 
det, deren dem Antrieb abgewandtes freies Ende 
offen ist so 

In ihrem Hohlraum kann ein Glas- oder Kunststof- 
frohr 8 eingeschoben werden; das mit Hilfe von zwei 
O-Ringen 9 in der Hohlwelle 6 zentriert gehalten wird. 

Im Innern des Rohres 8, das mit einem Stopfen 
10 aus Kunststoff verschlossen werden kann, ist die 35 
zu zentrifugierende Prothese 11 angeordnet. Dies 
wird einfach in das Rohr8 eingelegt; sie legtsich beim 
Steigern der Drehzahl selbstandig an die Wand des 
Rohres 8 an und ist so in diesem fixiert Der Durch- 
messer des Glasrohres 8 ist so gewahlt, dass die Pro- 44 
thesenaussenwand moglichst eng an der Innenwand 
des Rohres 8 anliegt. 

Fur das Fullen und Entleeren des Rohres 8 kann 
der Stopfen 10 entfernt werden. Es ist jedoch auch 
mogljch, in ihm eineh Mutterkonus, wie er bereits fru- 45 
her beschrieben worden ist (CH-PS.671 683), fur den 
Ansatz handelsublicher Injektionsspritzen vorzuse- 
hen. 

Nach dem Einlegen der Prothese 11 wird das 
Rohr 8 mit bidestilliertem Wasser gefullt und in einem so 
Sterilisations-Autoklaven bei etwa 1 20°C etwa 20 min 
lang sterilisiert Dieser erste Schritt des neiien Ver- 
fahrens wird bei alien zu beladenen Prothesen unab- 
hangig von ihren Porengrossen und/oder ihren 
Materialien durchgefuhrt. 55 

Bei der Verwendung gewisser Arten, von Prothe- 
sen - beispielsweise aus mit Gelatine getrankter, tex- 
tiler Maschenware oder aus gewissen Materialien, 



wie z.B. mit Poren versehenem Polyurethan -, ist es 
unter Umstanden zweckmassig, die Prothese in ei- 
nem zusatzlichen fakultativen Verfahrensschritt vor 
jeglicher Beschlchtung oder Beladung einer Aequilk 
brierBehandlung zu unterziehen, bei der die aussere 
und die innere Oberflache der Prothese oder die 
Gelatine mit einer Flussigkeit ins Gleichgewicht 
gebracht werden, d.h. beispielsweise mit Wasser 
gesattigt werden, urn beispielsweise die Gelatine zu 
erweichen, die Poren zu offnen und durchlassig zu 
machen oder Oberflachenspannungen abzubauen. 
Fflr diesen Prozess wird die sterilisierte Prothese bei 
Raumtemperatur etwa 1 bis 3 Tage in eine unter der 
Bezeichnung "HBS-2" bekannte, physlologische Puf- 
ferlosung eingelegt. 

Ein weiterer nicht unbedingt erforderticher Ver- 
fahrensschritt ist die erwahnte Vorbeschichtung mit 
extrazellularer Matrix oder Blutptasma. Im vorliegen- 
den Beispiel sei fur eine Vorbeschichtung die - bei 
grossporigen Prothesen - vor oder nach der Abdich- 
tung durchgefQhrt werden kann, Fibronektin verwen- 
det Die Beschichtung erfolgt nach einem fur die 
Beschichtung von Kulturgefassen ublichen Verfah- 
ren. Im eirvzelnen wird zunachst die Pufferlosung der 
Aequilibrierbehandlung aus der Prothese entfernt und 
diese mit einer Fibronektin-Losung gefullt, wobei bei- 
spielsweise 28 ug Fibrpnektin/ml vorhanden sind. 
Nach einer ublichen Einwirkungszelt der Fibronektin- 
Losung auf die Protheseninnenwand von beispiels- 
weise 24 Stunden bei Umgebungstemperatur, ist die 
Prothese fur die Abdichtung und/oder Beladung mit 
lebenden Zellen bereit Hierfur haben sich in der Rei- 
henfolge von Beladen urid Abdichten unterschied- 
liche Vorgehen als geeignet herausgestellt 

Wahrend oberflachlich mit Zellen zu beladende 
oder zu beschjchtende Prothesen 11 m|t kleinen 
Poren von 1 bis 5.\im keine Abdichtung ihrer Wande 
bedurfen, kann eine Abdichtung gross poriger, vor 
allem textiler Prothesen 1 1 vor, nach oder wahrend 
der Beladung mit lebenden Zellen und deren Ver- 
ankerung erfolgen. 

Sollen grossporige Prothesen vor allem an der 
Oberflache mit Zellen beladen werden, so empfiehlt 
es sich, eine Abdichtung 1 vor dem Beladen der Pro- 
these 11 und dem Verankern der Zellen durchzufuh- 
ren. Fur eine vorherige Abdichtung hat sich ein 
Vorgehen bewahrt, bei dem zunachst Blutplasma, 
das zuvor auf etwa 4 S C abgekuhlt worden ist, in die 
ebenfalls auf die genannte Temperatur gekuhlte, 
gegebenenfalls vorbeschichtete Prothese 11 bzw. 
das GlasrohrS eingefullt wird; dieses wird dann in die 
Hohlwelle 6 des Motors eingeschoben. Die Drehzahl 
des Motors wird in einem Zeitintervall von etwa 1 min 
auf eine Drehzahl von etwa 4 000 U/min gebracht, 
was bei einer Prothese 1 1 mit einem Lumen von 5 mm 
einer Zentrifugal-Beschleunigung an der Prothesen- 
wand von etwa 45-facher Erdbeschleunigung ent- 
spricht. Die Drehzahl wird etwa 5 min beibehalten; 
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anschliessend lasst man die Rotation mit einer Dreh- 
zahlanderung von etwa 67 U/sec abkltngen, entfemt 
das Blutplasma aus dem GlasrohrS und blast dieses 
mit steril er Luft aus. 

Nunmehr wird eine Suspension mit febenden s 
Endothel-Zellen in das Rohr 8 eingefullt, die pro cm 2 
zu beladender Prothesenoberflache etwa 10 s bis 10 s 
Zellen enthalt. Die Prothese 11 rotiert nun mit den 
gleichen Drehzahlen bzw. Drehzahlanderungswerten 
wiederum 5 min; anschliessend wird sie entieert und 10 
wiederum ausgeblasen. 

Durch eine geringfugige Variation der Abdich- 
tungsschritte ist es auch bei vorheriger Abdichtung 
moglich, die Zellen tiefer in die Poren der Prothesen- 
wand zu verankern. Oiese Variation besteht darin, is 
dass die Plasma-Fullung aus der Prothese entfemt 
und diese ausgeblasen wird, ehe die beschriebene, 
erste Rotation der dann mit Luft gefullten Prothese 1 1 
durchgefuhrt wird. Enddrehzahlen und Beschleuni- 
gungen bleiben die gleichen wie bei der ersten 20 
Variante einer vorherigen Abdichtung. 

Eine noch mehr in die Tiefe gehende Beladung 
und Verankerung von Zellen erhalt man, wenn man 
eine Abdichtung - von innen und/oder von aussen - 
erst nach der Beladung mit Zellen vomimmt. In dje- 25 
sem Fall wird nach dem bereits geschiiderten Rotie- 
ren der mit einer Zellsuspension gefullten Prothese 
11 und dem anschliessenden Ausblasen die beJa- 
dene Prothese 11 - ahnlich wie bei der Variante der 
vorherigen Abdichtung -zur Abdichtung kurzseitig mit 30 
Plasma gefullt, entieert und ausgeblasen oder aus 
dem Glasrohr 8 entnommen und manuell in einer 
Schale mit Blutplasma gewalzt Auch bei dieser 
Variante des Verfahrens werden die genannten Dreh- 
zahlen und Beschleunigungen angewendet. 35 

Stehtfur das Beladen der Prothese und das Ver- 
ankern der Zellen nur relativ wenig Zeit zur Verfu- 
gung, so empfiehlt es sich Abdichtung und 
Zeltenverankerung gleichzeitig durchzufuhren. Fur 
die wiederum mit gleichen Werten erfolgende Rota- 40 
tion wird in diesem Fall zusammen mit der Zellsu- 
spension heparinisiertes Plasma in die Prothese 
eingefullt; heparinisiertes Plasma ist Blutplasma. dem 
als Anti-Koagulanz Heparin beigemischt ist, wobei die 
Heparin-Konzentration beispielsweise 500 Units/ml 45 
betragt. Nach dem Zentrifugieren wird die Prothese 
11 entieert und mitProtamin-Sulfatgespult, durch das 
die Wirkung des Heparins aufgehoben wird, so dass 
eine Koagulation und damit ein Verkleben der Poren 
der Prothesenwand stattfinden kann. Bei dieser so 
Variante des Verankerungsverfahrens findet wie 
schon fruher beschrieben, nach jedem Entleeren von 
Flussigkeit ebenfalls ein Ausblasen der Prothese 11 
mit Luft statt. 



Patentanspruehe 

1. Verfahren zur Herstellung von mit lebenden Zel- 
len beladenen, porosen, schlauchformigen Pro- 
thesen (11) aus Kunststoff, z.B. von kleinlumigen 
Gefassprothesen, wobei lebende Zellen in die 
Prothese (11) eingebracht und in der Prothesen- 
wand bzw. auf ihr abgelagert werden, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zellen unter Einwir- 
kung einer Zentrifugalkraft auf der Oberflache 
und/oder in der Prothesenwand abgelagert wer- 
den. wofur die Prothese (11) eine Rotation um 
ihre Langsachse erfahit 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Zentrifugal-Beschleuriigung 
fur die Zellen an der Protheseninnenwand wah- 
rend des Zentrifugierens das 25- bis 50-f ache der 
Erdbeschleunigung (g) betragt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Prothese (11) wihrend 
des Zentrifugieren aussen an einer festen Wand 
anliegt. 

4. Verfahren nach etnem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Prothese (1 1) 
vor dem Ablagern der Zellen mit biolpgischem 
Abdichtmaterial abgedichtet wird, das ebenfalls 
durch Zentrifugieren in die Prothesenwand einge- 
bracht wird, wobei Zentrifugal-Beschteunigu ngen 
bis zum 100-fachen der Erdbeschleunigung (g) 
angewendet werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass'dje Prothese (1 1) 
nach der Zentrifugier-Behandlung fur die Zellen- 
verankeruhg innen und/oder aussen mit biologi- 
schem Abdichtmaterial getrankt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. 
dadurch gekennzeichnet, dass die Prothese (1 1) 
wahrend des Zentrifugierens mit der die Zellen 
enthaltenden Suspension mit biologischem 
Abdichtmaterial abgedichtet wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
daduch gekennzeichnet, dass die Prothese (11) 
mit mindestens einem Bestandteil derextrazellu- 
laren Matrix und/oder des Blutplasmas vorbe- 
schichtet wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Anderungsge- 
schwindigkeit der Beschleunigung wahrend des 
Anlaufens und wahrend des Abklingens minde- 
stens derRotationen, bei denen lebende Zellen in 
der Prothese vorhanden sind, einen Wert von 0,5 
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bis 1 g/sec nicht uberschreitet 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass nach Abschluss 
des Zentrifugierens die mit lebenden Zellen beta- s 
dene Prothese (1 1 ) einer Rotation mit reduzierter 
Rotationsgeschwindigkeit ausgesetzt wird. 
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